













学校编码：10384                              分类号        密级        




    硕士    学  位  论  文 
 
                                            
筛选与铜绿微囊藻生物钟蛋白相互作用的
蛋白 
Screening the interaction proteins of clock proteins in 
Microcystis aeruginosa 
黄 晶 
指导教师姓名：徐  虹    副教授 
专 业  名 称：水生生物学 
论文提交日期：2009  年   5 月  5 日 
论文答辩时间：2009  年   5 月  30 日 
学位授予日期：2009  年     月    日 
 
答辩委员会主席：杨丰研究员           
评    阅    人：             
 




























































































































1、保密（ ），在 年解密后适用本授权书。 




作者签名：           日期：   年    月    日 


























目    录 
摘   要 ....................................................................... 错误！未定义书签。 
Abstract ...................................................................... 错误！未定义书签。 
前言 ............................................................................. 错误！未定义书签。 
1 铜绿微囊藻简介 ....................................................................... 错误！未定义书签。 
2 蓝藻生物钟研究进展 ............................................................... 错误！未定义书签。 
3 蛋白质相互作用研究方法概述............................................... 错误！未定义书签。 
4 本论文研究的目的和意义 ....................................................... 错误！未定义书签。 
材料与方法 ................................................................. 错误！未定义书签。 
1 材料 ........................................................................................... 错误！未定义书签。 
2 实验方法 ................................................................................... 错误！未定义书签。 
结果与分析 ................................................................. 错误！未定义书签。 
1 筛选与铜绿微囊藻 Kai 蛋白相互作用的蛋白....................... 错误！未定义书签。 
2 验证 USPA 和 KaiB、C4 和 KaiC 之间的相互作用............ 错误！未定义书签。 
3 酶切实验初步研究 C4 和 C196 蛋白的核酸酶功能 ............. 错误！未定义书签。 
讨论 ............................................................................. 错误！未定义书签。 
1  pull-down 筛选与 KaiB 蛋白相互作用的蛋白.................... 错误！未定义书签。 
2  免疫共沉淀筛选与 KaiA、KaiC 蛋白相互作用的蛋白 .... 错误！未定义书签。 
3  细菌双杂交验证蛋白质相互作用......................................... 错误！未定义书签。 
4  USPA 和 KaiB 相互作用的意义 ........................................... 错误！未定义书签。 
5  C4 和 C196 的核酸酶活性及和 KaiC 相互作用的意义 ..... 错误！未定义书签。 
6  如何提高质谱结果的可靠性................................................. 错误！未定义书签。 
小结与展望 ................................................................. 错误！未定义书签。 
参考文献 ..................................................................... 错误！未定义书签。 

















Abstract(Chinese version) ......................................... 错误！未定义书签。 
Abstract(English version).......................................... 错误！未定义书签。 
Preface ........................................................................ 错误！未定义书签。 
1  Background of Microcystis aeruginosa ................................ 错误！未定义书签。 
2  Research developments on circadian clock in cyanobacteria错误！未定义书签。 
3  Summary of the techniques of protein-protein interactions错误！未定义书签。 
4  Aims and significances of this research ............................... 错误！未定义书签。 
Materials and methods .............................................. 错误！未定义书签。 
1  Materials................................................................................. 错误！未定义书签。 
2  Methods .................................................................................. 错误！未定义书签。 
Results and analysis ................................................... 错误！未定义书签。 
1  Screening the interacting proteins of Kai in Microcystis aeruginosa 错误！未定
义书签。 
2  Retest the Interactions between USPA and KaiB,C4 and KaiC 错误！未定义书
签。 
3  Study the nuclease activties of C4 and C196....................... 错误！未定义书签。 
Discussion ................................................................... 错误！未定义书签。 
1  Screening the interacting proteins of KaiB by pull-down . 错误！未定义书签。 
2  Screening the interacting proteins of KaiA and KaiC by Co--IP错误！未定义书
签。 
3  Retest the protein’s interaction by Bacterial two-hybrid system错误！未定义书
签。 
4  Prediction of the significances of interaction between USPA and KaiB错误！未
定义书签。 
5  Discussion the nuclease activties of C4 and C196 and Prediction of the 
















6  How to improve the liability of MS results ......................... 错误！未定义书签。 





缩写                 中文全名                   英文全名  
kDa                  千道尔顿                  Kilodalton  
bp                    碱基对                    base pair 
SDS                  十二烷基硫酸钠       Sodium dodecyl surfate  
PMSF                苯甲基磺酰氟          Phenylmethanesulfonyl fluoride 
IPTG      异丙基-β-D硫代半乳糖苷  Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 
Tris             三羟甲基氨基甲烷          (hydroxymethyl)methane 
PMF                  肽指纹图谱             Peptide mass fingerprint  
MS                   质谱                   Mass spectrometry  
















摘   要 
生物钟是广泛存在于蓝藻、植物和动物细胞中的内源计时系统，它可以实时调
控各种代谢和行为，从而使机体更好地适应环境。蓝藻是具有生物钟的 简单生物，
由 kai 基因簇编码的 KaiA、KaiB 和 KaiC 蛋白是生物钟计时机制的核心蛋白。这三
种蛋白相互作用调节 KaiC 的磷酸化状态，从而产生昼夜节律信息。 
为了更好地了解生物钟的计时机制，我们采用不同的方法筛选和 Microcystis 
aeruginosa PCC7806 Kai 蛋白相互作用的蛋白。首先，我们采用免疫共沉淀的方法
在 CT20 时筛选到一个和 KaiA 相互作用的蛋白，它是水解酯和脂肪的水解酶；接着，
我们以 His6-KaiB 蛋白为诱饵，通过 pull-down 共筛选到四个和 KaiB 相互作用的蛋
白，它们分别是异化的亚硫酸还原酶 α亚基、假想蛋白、3-奎尼酸脱氢合成酶和未
知蛋白（命名为 B6）；然后，通过免疫共沉淀筛选到两个和 KaiC 相互作用的蛋白，
其中一个蛋白是氨基葡萄糖水解酶，它在 CT20 时和 KaiC 相互作用，另一个蛋白在
CT8 时和 CT20 时都能和 KaiC 相互作用，我们将之命名为 C4 蛋白。通过生物信息
学分析可知 B6 是压力蛋白 A（USPA），C4 蛋白属于 DUF820 家族，该家族蛋白
可能具有核酸酶功能。 
我们利用 pull-down 和细菌双杂交两种方法进一步验证 KaiB 和 USPA、KaiC 和
C4 之间的相互作用。Pull-down 结果表明 KaiB 和 USPA、KaiC 和 C4 在体外存在相
互作用。细菌双杂交系统中 KaiB 和 USPA 有相互作用的信号，但我们没有检测到
KaiC 和 C4 相互作用的信号。 
生物信息学分析结果显示属于 DUF820 家族的 C4 蛋白和 C196 蛋白都具有限制
性内切酶的保守功能域。为了研究 C4 蛋白和 C196 蛋白的功能，我们设计了酶切实
验以检验其核酸酶活性。结果表明 C4 蛋白和 C196 蛋白都可以酶切 Microcystis 
aeruginosa PCC7806 染色体和 pUC19 质粒。C4 蛋白酶切 pUC19 和染色体的 适合
buffer 分别为：L buffer 和 K buffer；C196 蛋白酶切 pUC19 和染色体的 适合 buffer
分别为：M buffer 和 K buffer。C4 蛋白和 C196 蛋白酶切染色体和 pUC19 质粒的
适合温度为 61℃；C4 蛋白酶切染色体和 pUC19 质粒具有酶活的 高温度为 67℃；
































It is the endogenous circadian clock of the cyanobacteria,plants and animals 
that control many cellular processes and confer an adaptive advantage for these 
organisms on a competitive environment. Cyanobacteria are the simplest organisms 
known to exhibit circadian rhythms. The proteins KaiA,KaiB and KaiC encoded by 
kai gene cluster are essential for circadian clock regulation. The KaiC 
phosphorylation cycle regulated by the interactions among Kai proteins generates the 
timing mechanism of circadian rhythms. 
The protein-protein association among the Kai proteins and other proteins may 
be a critical process in the generation of circadian rhythms. To learn more about how 
cyanobacteria tell time, the proteins interacted with each Kai in Microcustis 
aeruginosa PCC7806 were respectively identified by coimmunoprecipitation or 
pull-down.O ne protein interacted with KaiA,four proteins interacted with KaiB and 
two proteins interacted with KaiC were picked out respectively. The protein 
interaction with KaiA was Alpha/beta superfamily hydrolase. Four proteins interacted 
with KaiB were dissimilatory sulfite reductase alpha subunit, unnamed protein 
product(named B6), hypothetical protein Amuc_1273 and 3-dehydroquinate synthase. 
Two proteins interacted with KaiC were Putative UDP-2,3- diacylglucosa- mine 
hydrolase and unkown protein(named C4). It was indicated that B6 was universal 
stress protein A(USPA) and C4 belonged to DUF820 superfamily which may have 
nuclease activity by bioinformatics .  
The interactions of KaiB with USPA and KaiC with C4 in vitro were both 
further confirmed by pull-down .Only the interaction of KaiB with USPA in vivo was 
detected by BacterioMatch Two-Hybrid System while the interaction of KaiC with C4 
wasn’t detected. 
C4 and C196 have been predicted to belong to the PD-(D/E)xK superfamily of 
nucleases. Therefore, their DNA cleavage activities were analyzed. Both C4 and C196 
can lead to DNA degradation in suitable condition.C4 is most active in L and K buffer 















C4 and C196 enzymes was 61 °C and higher temperatures above 64℃ lead to a sharp 
decrease in reaction rates. 
Keywords: Microcystis aeruginosa PCC7806; circadian clock proteins; nuclease 
























































DQ156152）[4]，为了进一步研究 Kai 蛋白的计时机制，分别制备了 KaiA、KaiB、
KaiC 的多克隆抗体[5]。同时通过酵母双杂交系统筛选到一些和 Kai 相互作用的蛋
白，如：和 KaiA 相互作用的 TRCF（transcription repair coupling factor）、HELICc、







































但是来自 E.coli 的异源启动子如：conIIp[16] 和 trcp [17]在蓝藻 S. elongatus
中仍有节律性，这表明基因组不是单纯通过转录因子这个途径来调控的，还可能
存在其他的机制调控染色体上的基因表达。2006 年 Smith 发现染色体的类核紧
缩存在昼夜节律
[18]




























- 3 - 












































































的感应因子GAF(guanosine monophosphate associated factor )，可能起接受信号的
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图1-1  CikA磷酸化的调控[39] 




















































图1-2  Kai蛋白的3D结构图[15] 
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